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= (54) Title: METHOD FOR CARRYING OUT ENZYMATIC REACTIONS IN IONIC SOLVENTS 

(54) Bczeichnung: VBRFAHREN ZUR DURCHFU1 [RUNG VON FNZYMAT1SCHEN REAKTIONEN IN IONISCHEN LO- 
fS SUNGSM I1TELN 
< 

^ (a7) Abstract: When carrying out enzymatic reactions in ionic solvents with the aid of compressed gases, particularly C0 2 , the 
products are extracted from the ionic solvents and from the enzymes in a manner that is environmentally friendly and does not 
alter enzymes. In addition, an appropriate choice of extraction conditions enables a separation of the product and educi or of the 

O by-products thus leading to an effective cnantiomer separation. For example, during kinetic racemate splitting with lipases. Solvents, 

^© extraction gases and enzymes can be reused. 

^) (57) Zusainmetifassutig: Bei der Durchflihrung von enzymkatalysierten Reaktionen in ionischen Losungsmitteln werden mil Hilfe 
von komprimierten Gascn, insbesondere CO?, die Produkte in umweltfreundlicher und enzymsehonender Weise von den ionischen 

f^) Losungsmitteln und von den Enzymen abgeirennt fubrt. Dureh geeignete Wahl der Extraklionsbedingungen liisst sich femereinc 
Trennung von Pradukl und Edukt bzw. Nebenprodukten erreichen, was beispielsweisu bei der kinetischen Racemaupallung mil 

^ l.ipaser. zu eir.er effektiven Eiianiiomeronirenming fuhrl. I .nsungsminel, Extraktionsgasc und Enzyme sind wiedcrverwendbar. 
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Verfahren zur Durchfuhrung von enzymatischen Reaktionen in ionischen 
Losungsmitteln 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Durchfuhrung einer enzymatischen 
Realction in einem ionischen Losungsmittel, hi dem die Produlcte und/oder Edukte 
raittels einer Extraktion mit einem komprimierten Gas vom ionischen 
Losungsmittel und vom Enzym abgetrennt werden. Durch geeignete Walil der 
Extraktionsbedingungen lasst sich femer erne Trennung von Produkt und Edukt 
bzw. Nebenprodukten erreichen, was beispielsweise bei der ldnetischen 
Racematspaltung mit Lipasen zu einer effelctiven Enantiomerentrermung fiihrt. 
Das ionische Losungsmittel und das Enzym konnen wieder eingesetzt werden. Als 
komprimiertes Gas eignet sich insbesondere Kohlendioxid (CO2). 

Enzyme werden in zunehmendem MaBe als Katalysatoren fur organische 
Stoffumwaiidlungen in der Industrie eingesetzt [A. Liese, K. Seelbach, C. 
Wandrey, Industrial Biotransformations, Wiley-VCH, Weinheim, 2000]. Wahrend 
zu Anfang dieser Entwicklung wassrige Losungen von Enzymen verwendet 
wurden, zeigten spatere Untersuchungen, dass sich auch Suspensionen von 
Euzymen in organischen Solventien eignen. Damit sind einige Vorteile 
verbunden, so z. B. die Tatsache, dass Stoffumwandlungen wie Ver- oder 
Umesterungen aus thermodynamischen Griinden nur in wasserfreien bzw. 
organischen Losungsmittehi moglich sind [K. Drauz, H. Waldmann, Enzyme 
Catalysis in Organic Synthesis: A Comprehensive Handbook, Vol. 1 und 2, 
Wiley-VCH, Weinheim, 1995]. Beispielsweise verlauft die Lipase-katalysierte 
Veresterung von Alkohoien mit Acylierungsmitteln wie Vinylacetat nur in 
organischen Solventien, in Wasser wurde das Vinyiacetat lediglich eine 
Hydrolyse eingehen. 

Andere Vorteile eines liicht-wassrigen Mediums sind z. B. die gute Loslichkeit 
von Substraten sowie die Moglichkeit, die Enantioselektivitat durch Variation des 
organischen Losungsmittels zu optimieren. Die Verwendung von organischen 
Solventien in enzymkatalysierten Stoffumwandlungen hat jedoch auch Nachteile 
[a) A. Liese, K. Seelbach, C. Wandrey, Industrial Biotransformations, Wiley- 
VCH, Weinheim, 2000; b) K. Drauz, H. Waldmann, Enzyme Catalysis in Organic 
Synthesis: A Comprehensive Handbook, Vol. 1 und 2, Wiley-VCH, Weinlieim, 
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■ 1995]. In einem solchen Medium siiid die Enzym- AMvitaten oft recht gering, 
femer sind die meisten organischen Losungsmittel rticlit nur toxisch sondem auch 
fiiichtig und dalier aus okologischen Griinden bedenklich. Ura Probleme dieser 
Art zu losen, wurden bei enzymkatalysierten Realctionen ionische LGsungsmittel 
eingesetzt [a) K.-W. Kim, B. Song, M.-Y. Choi, M.-J. Kim, Org. Lett. 2001, 3, 
1507-1509; b) P. Lozano, T. De Diego, D. Carrie, M. Vaultier, J. L. Iborra, 
Biotechnol. Lett. 2001, 23, 1529-1533; c) S. H. Schofer, N. Kaftzik, P. 
Wasserscheid, U. Kragl, Chem. Commun. (Cambridge) 2001, 425-426; d) T. Itoh, 
E. Akasaki, K, Kudo, S. Shiralcami, Chem. Lett. 2001, 262-263; e) R. M. Lau, F. 
van Rantwijk, K. R. Seddou, R. A. Sheldon, Org. Lett. 2000, 2, 4189-4191; f) S. 
Park, R. J. Kazlauskas, J. Org. Chem. 2001, 66, S395-S401; g) J. Howarth, P. 
James, J. Dai, Tetrahedron Lett. 2001, 42, 7517-7519]. Flussigkeiten dieser Art 
bestehen ausschliefllich aus Ionen, haben pralctisch keinen Dampfdruck (sind also 
nicht fiiichtig) und zeigen gute LoslicHceitseigenschaften fur viele organische 
Substrate [a) R. Hagiwara, Y. Ito, J. Fluorine Chem. 2000, 105, 221-227; b) P. 
Wasserscheid, W. Keim, Angew. Chem. 2000, 112, 3926-3945; Angew. Chem. Int. 
Ed. 2000, 39, 3772-3789; c) R. Sheldon, Chem. Commun. (Cambridge) 2001, 
2399-2407; d) T. Welton, Chem. Rev. 1999, 99, 2071-2083].' Deshalb wurden 
diese Losungsmittel bei den unterschiedlicbsten Realctionen verwendet, Im Falle 
von enzymlcatalysierten Prozessen gelten die gleichen okologischen und 
okonomischen Vorteile. Es wurden jedoch noch weitere Vorteile festgestellt, z. B. 
je nach System erhohte Stabilitat, Aktivitat und Stereo selektivitat der Enzyme [a) 
K.-W. Kim, B. Song, M.-Y. Choi, M.-J. Kim, Org. Lett. 2001, 3, 1507-1509; b) P. 
Lozano, T. De Diego, D. Carrie, M. Vaultier, J. L. Iborra, Biotechnol. Lett. 2001, 
23, 1529-1533; c) S. H. Schofer, N. Kaftzik, P. Wasserscheid, U. Kragl, Chem. 
Commun. (Cambridge) 2001, 425-426; d) T. Itoh, E. Akasaki, K. Kudo, S. 
Shirakami, Chem. Lett. 2001, 262-263; e) R. M. Lau, F. van Rantwijk, K. R. 
Seddon, R. A. Sheldon, Org. Lett. 2000, 2, 4189-4191; fj S. Park, R. J. 
Kazlauskas, J. Org. Chem. 2001, 66, 8395-8401; g) J. Howarth, P. James, J. Dai, 
Tetrahedron Lett. 2001, 42, 7517-7519]. 

AHerdings wurde bei enzymkatalysierten Realctionen in ionischen Solventien ein 
grundlegendes Problem noch nicht allgemein gelost, nanilich die einfache und 
umweltfi-eundliche Tremiung des Produkts (und ggfs des Edulcts) vom Enzym 
bzw. vom ionischen Losungsmittel in einer Weise, die es erlaubt, das Enzym und 
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das Solvens ernent einzusetzen. Laut Literatur wird bei der Aufarbeitung 
gewohnlich em konventionelles organisches Ldsmigsmittel zur Extraktion des 
Produkts verwendet, was kauin sinnvoll ist, demi die Verwendung eines ionischen 
Losungsmittels hat das primare Ziel, solche umweltfeindlichen Solventien zu 
meiden [a) K.-W. Kim, B. Song, M.-Y. Choi, M.-J. Kim, Org. Lett. 2001, 3, 
1507-1509; b) P. Lozano, T. De Diego, D. Carrie, M.Vaultier, J. L. Iborra, 
Biotechnol Lett. 2001, 23, 1529-1533; c) S. H. Schofer, N. Kafizik, P. 
Wasserscheid, U. Kragl, Chem. Commim. (Cambridge) 2001, 425-426; d) T. Itoh, 
E. Akasaki, K. Kudo, S, Shiralcami, Chem. Lett. 2001, 262-263; e) R. M. Lau, F. 
van Rantwijlc, K. R. Seddon, R. A. Sheldon, Org. Lett, 2000, 2, 4189-4191; f) S. 
Park, R. J. Kazlauskas, J. Org. Chem. 2001, 66, 8395-8401; g) J. Howarth, P. 
.Tames, J. Dai, Tetrahedron Lett. 2001, 42, 7517-7519]. 

Effiziente Methoden fur die Production von enantiomerenreinen oder 
enantiomerenangereicherten Verbindungen, wie z.B. biokatalysierte kinetische 
' Racematspaltungen, sind von grafter wirtschaftlicher Bedeutung [K. Drauz, H. 
Waidmann, Enzyme Catalysis in Organic Synthesis: A Comprehensive 
Handbook, Vol. 1 und 2, Wiley- VCH, Weinheim, 1995]. Trennprozesse haben in 
enzymkatalysierten Reaktionen, die zu einer kiiietischen Racematspaltung chiraler 
Verbindungen fuhren, besondere Bedeutung. Hierbei werden die beiden 
Enantiomere eines racemischen Ausgangsmateriais mit unterschiediieher 
Geschwindigkeit vom Enzym umgesetzt, wobei im Idealfall nur ein Enantiomer 
mit hoher Selelctivitat in das Produkt uberfuhrt wird. Die Trennung von Produlct 
und Edukt kommt daim der Trennung der beiden Enantiomere gleich. Die Lipase- 
katalysierte enantioselektive Acylierung von racemischen Alkohoien ist hierbei 
als praparatives Werkzeug von besonderem Interesse. Der Hauptnachteii dieser 
Methode fur praktische Anwendungen resultiert haufig aus der Notwendigkeit 
aufwandiger Trennmethoden wie z. B. chromatographischer Tecliniken zur 
Separierung des Produlct/Edulct-Gemisches. 

Die vorliegende Erfmdung beinhaltet eine uberraschend emfache, billige und 
umweltfreundliche Losung der oben angesprochenen Trermproblematiken. 
Zentraler Bestandteil der Erfmdung ist die Idee, eine einfache und 
enzymschonende Abtrennung der Produkte/Edukte vom ionischen Solvens bzw. 
vom Enzym mit Hilfe der Extralction durch ein komprimiertes Gas so zu 
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bewirken, dass das Enyzm kontinuierlich und/oder mehrfach verwendet werden 
kaim ohiie nennenswerten Verlust an Aktivitat oder Selelctivitat. Gleichzeitig 
erlaubt die Wahl geeigneter Extraktionsbedingungen eine Separieiung von 
Produkt und Edulct bzw. Nebenprodukten, was bei der Idnetischen 
Racematspaltung zu einer effektiven Enantiomerentrennung fuhrt Je nach 
Reaktionsbedingung kann, muss aber nicht, das kornprimierte Gas im 
uberkritischen Zustand, sein; bevorzugt wird das Gas C0 2 im ilberkritischen 
Zustand eingesetzt. 

Die Verwendung von C0 2 als LosungsmitteKfur Realctionen mit iaolierten 
Enzymen im festen Zustand ist im Prinzip bekannt. Diese Systeme reagieren 
jedoch aufterst empfmdiicb auf die Wahl der Realctionsbedingungen und kleine 
Mengen Wasser sind oftmals fur die optimale Wirkungsweise notwendig [0. 
Aaltonen in: P. G. Jessop, W. Leitner, Chemical Synthesis Using Supercritical 
Fluids, Wiley-VCH, Weinheim, 1999, Kapitel 4.9, pp 414]. Uberraschender 
Weise sind Umsetzungen im System- ionische Flussigkeit/C0 2 hingegen 
problemlos durclifuhrbar und veiiaufen mit holier Langzeitstabilitat. Die positiven 
Effekte der ionischen Fliissigkeit werden durch die Auwesenheit von C0 2 also 
nicbt aufgehoben oder vemngert, in gunstigen Fallen konnen sie sogar verstarkt 
werden, z. B. indem durch Herabsetzung der Viskositat der ionischen Fliissigkeit 
der Stofftransport verbessert wird. Gleiclizeitig erleichtert die Verwendung einer 
fliissigen Phase das Handling des Enzymkatalysators z.B. beim Beschicken oder 
Entleeren des Realctora. 

In einer Ausmlmmgsform der Erfmdung wird nach Ablauf der enzymatischen 
Reaktion in einem ionischen Losungsmittel das Gemisch einer Extralction mit 
einem komprimierten Gas unterworfen. Das Gas, z. B. C0 2 , kann entweder erst 
nach erfolgter Umsetzung eingebracht werden, oder zweckmajiigerweise auch 
bereits wahrend der Reaktion vorhanden sein. Wie Figur 1/3 verdeutlicht, handelt 
es sich urn ein diskontinuierlicb.es Veifahren: Nach Ausfiihxung der Reaktion im 
Realctor R wird das Extraktionsgas G eingeleitet. Das extrahierte Produkt und 
Edulct sammelt sich in der Kflhlfalle K. 

In einer zweiten Ausfuhiungsform (Figur 2/3) wird ein kontinuierliches Verfahren 
realisiert, in dem die Edukte E und komprimiertes Gas G in den Realctor R, der 
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ionische Fliissigkeit und Enzym enthalt, eingebracht und die Produkte und ggfs 
die nicht reagierten Edukte werden durch das komprimierte Gas aus dem Reaktor 
extrahiert. Produlct und Edulct konnen mit Hiife des komprimierten Gases 
mehrfach im Kreis durch das Ldsungsmittel geleitet werden, wodurch eine 
Erhohung des Umsatzes erreicht wird. 

Als Extraktionsmittel dienen komprimierte Gase, wie z. B. C0 2 , NH 3 , SF& Ethan, 
Fluoroforra, Propan, Butan, iso-Butan, iso-Buten, Butadien, Ethin, Ethen, Propen, 
Buten, Edelgase, Sauerstoff oder ein gasformiger, ntcht, teilweise oder vollstandig 
halogensubstituierter Kohlenwasserstoff, urn mir einige zu nennen. Die Gase 
konnen in reiner Form oder in Form von Mischungen eingesetzt werden. Den 
Gas en konnen auch lcleine Mengen eines oder mehrerer Additiva zugesetzt 
werden, wodurch zum Beispiel eine Verbessemng der Losungseigenschaften des 
Reaktionsmediums resultieren kaim, Solche Additiva konnen beispielsweise 
unabhangig gewahlt werden aus: Wasser, Amine, perfluorierte Verbindungen, 
organische Losungsmittel (z. B. Dichlormethaii, Trichlormethan, 
Tetrachlormethan, 1 ,2-Dichlorethan, Trichlorethen, Benzol, Toluol, Xylol, 
Cumol, Hexan, Cyclohexan, Halogenbenzole, Tetrahydrofuran, tert- 
Butylmethylether, Diethylether, Dimethoxyethan, Diniethylformamid, 
Acetessigester, Aceton, Dimethylcarbonat, Alkohole). 

Vorzugsweise wird in dem hier beschriebenen Verfahren als Gas C0 2 verwendet. 
Im Falle von C0 2 wird das Extrakt in losungsmitteifreier Form ohne 
nachweisbare Kontaniination mit ionischer Fliissigkeit erhalten, da diese 
Losungsmittel keine nachweisbare Loslichkeit in komprimiertem COt besitzen [L. 
A. Blanchard, D. Hancu, E. J. Beckman, J. F. Brennecke, Nature 1999, 399, 28- 
29], Mogliche Vorgehensweisen zur Isolierung der Produkte beinhalten unter 
anderem ein einfaches Entspannen des Gases bis zur Abscheidung des Produkts 
oder erne geeignete Veranderung der Temperatur. Das Auswaschen der Produkte 
aus dem Gasstrom durch geeignete Losungsmittel erlaubt ebenfalls eine 
zweckmaflige Form der Aufarbeitung. 

Durch eine gezielte Walil der Exhaled onsbedhigungen wird eine selektive 
Separierung der Produkte, Edukte und/oder Nebenprodukte aus der 
Realctionsmischung moglich. Mogliche Vorgehensweisen beinhalten eine 
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geeignete Veranderung der Temperatur und/oder ein defmiertes Entspamien des 
Gases zur sequentiellen Absclieidung von einzeliien Komponenten der 
Realdionsmisclnmg. Im Falle einer kinetischen Racemtaspaltung erfolgt so eine 
effektive Trenming der Enantiomeren, wie am Beispiel der Lipase-katalysierten 
Veresterung chiraler Alkohole im System ionische Flussigkeit/CCb verdeutlicht 
werden kaiin. Der racemische Alkohol und das Acylierungsmittel werden dabei 
mit dem C0 2 -Strom als mobile Phase in den Realctor eingebracht. Dort wird eines 
der beiden Enatiomere selektiv von der Lipase in der ionisclien Fliissigkeit 
verestert, das Produlctgemisch wird kontinuierlich mit C0 2 extrahiert. Der Ester 
und der nicht umgesetzte Alkohol werden durch kontrollierte Variation der 
Temperatur und des Druckes von einander getrennt. Durch die unterschiedlichen 
C0 2 -Loslichkeiten von Alkohol und Ester .kann so die kontinuierliche 
Enantiomeren-Trerrnung erfolgen. Uberraschender Weise linden wir. dass dabei 
insbesondere dami eine effiziente Treimwirkung resultiert wenn die Ldslichkeit 
des Esters durch die Wahl eines geeigneten Acylierungsmittel s so beeinflusst 
wird, dass sie niedriger ist als die Loslichkeit des entsprechenden Alkohols. Dies 
kann beispielsweise durch Verwendung von langkettiger Carbonsauren oder deren 
Ester wie dem billigen und gut verfiigbaren Vinyllaureat erreicht werden. Eine 
Versuchsanordnung zur praktischen Umsetzung ist exemplarisch in Figur 3/3 
abgebildet. 

Als ionisches Losungsmittel dienen alle bekamiten ionisclien Flussigkeiten und 
deren Mischungen. Diese Solventien besitzen die allgemeine Fomiel [A] nH " [Y]"\ 
wobei n = 1 oder 2 ist und das Anion [Y] n " ausgewMhlt ist aus der Gruppe 
bestehend aus Tetrafluoroborat ([BF4]"), Tetrachloroborat ([BC^]*), Hexafluoro- 
phosphat ([PFs]"), Hexafluoroantimonat ([SbF 6 ]*) s Hexafluoroarsenat ([AsF 6 ]"), 
Tetrachloroaluminat ([AlCU]"), Triclilorozinlcat [(ZnCl 3 ]"). Dichlorocuprat 
([CuCl 2 ]"), Sulfat ([S0 4 ] 2 ~), Carbonat ([CO?] 2 '), Fluorosulfonat, [R'-COO]", [R'- 
S0 3 ]\ [R'-S0 4 ], [Tetralcis-(3,5-bis-(trifluormethyl)-phenyl)borat] ([BARF]) und 
[(R'-SOi^N]", und R 3 ein linearer oder verzweigter 1 bis 12 Kohlenstoffatome 
enthaltender aliphatischer oder alicyclischer Alkyh oder ein Cs-Cm-Aryl-, C5-C1S- 
Aryl-Ci-C fi -alkyl- oder Cj-C fi -Alkyl-C 5 -C !8 -aryhRest ist, der durch Halogenatome 
substituiert sein kann, 

und das Ration [A] + ausgewahlt ist aus der Reihe bestehend aus 

- quartemaren Ammonium-ICationen der allgemeinen Forme I 
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. [NR J R 2 R 3 Rl + 5 
- Pliosphonium-Katiouen der allgemeinen Formel 
[PR'R^Rf, 



- Imidazoliuro-Kationen der allgemeinen Formel 



wobei der Imidazol-Kem substituiert sein kann mit wenigstens einer Gruppe., die 
ausgewahlt ist aus der Reihe bestehend aus C]-C 6 -Alkyl-, Ci-Ce-Alkoxy-, CrC<r 
Ammoalkyl- : Cs-Cn-Aryi- und Cs-Cii-Aryl-Ci-Cs-Alkylgruppen, 

- Pyridinium-ICationen der allgemeinen Formel 



wobei der Pyridin-Keni substituiert sein kann mit wenigstens einer Gruppe, die 
ausgewahlt ist aus der Reilie bestehend aus Cj-Ce-Alkyl-, Ci-C 6 -Alkoxy- 5 C]-Cs- 
AminoalkyK Cs-CirAryl- und Cs-CirAiyl-Ci-Ce-Alkylgruppen, 
Pyrazolium-Kationen der allgemeinen Formel 
R 1 



wobei der Pyrazol-Kern substituiert sein kann mit wenigstens einer Gruppe, die 
ausgewahlt ist aus der Reihe bestehend aus Cj-Cs-AlkyI-, Ci-Ce-Alkoxy-, Cj-Cg- 
Aminoalkyl-, C^-C^-Aiyl- und C 5 -C l2 -Aryl-Ci-C fi -Alkylgruppen, 



wobei der Triazol-Kern substituiert sein kann mit wenigstens einer Gruppe, die 
ausgewahlt ist aus der Reihe bestehend aus C]-C 6 -Alkyl-, Ci-C 6 -Alkoxy-, Ci-C 6 - 
Aminoalkyh, C 5 -C]T-Aryl- und Cs-Cn-Aryl-Ci-Cfi-Alkylgruppen, 





und Triazolium-Kationen der allgemeinen Formel 
R 
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und die Reste R 1 , R 2 , R 3 unabhangig voneinander ausgewalilt sind aus der Gruppe 
bestehend aus 

- Wasserstoff; 

- linearen oder verzweigten, gesattigten oder ungesattigten, aliphatischen und 
alicyclischen Alkylgmppen mit 1 bis 20 Kohlenstoffatomen: 

- Heteroaryl-, Heteroaryi-Cj-CV Alkylgmppen mit 3 bis 8 Kohlenstoffatomen im 
Heteroaryl-Rest und wenigstens eineni Heteroatom ausgewalilt aus N, O und S, 
der mit wenigstens einer Gruppe ausgewalilt aus Ci-Ce-Alkylgruppen und 
Halogenatomen substituiert sein kann; 

- Aryl-, Ai-yl-Cj-Cg-Alkylgruppen mit 5 bis 12 Kohlenstoffatomen im Arylrest, 
die gegebenenfalls mit wenigstens einer Ci-C 6 - Alkylgmppen oder einem 
Halogenatomen substituiert sein konnen; 

und der Rest R ausgewalilt ist aus 

- linearen oder verzweigten, gesattigten oder ungesattigten, aliphatischen oder 
alicyclischen Alkylgmppen mit 1 bis 20 Kohlenstoffatomen; 

- Heteroaryl-C r Cfi-Allcylgi-uppen mit 3 bis 8 Kolilenstoffatomen im Arylrest und 
wenigstens einem Heteroatom ausgewalilt aus N, O und S, die mit wenigstens 
einer Ci-C6-Alkyl gruppe oder Halogenatom substituiert sein konnen; 
Aiyl-Ci-Ce-Allcylgmppen mit 5 bis 12 Kohlenstoffatomen im Arylrest, die 
gegebenenfalls nut wenigstens einer C]-C 6 -Alkylgruppe oder einem 
Halogenenatomen substituiert sein konnen. Diese Liste ist ebenfalls nicht 
vollstandig, so dass aucli hier keine prinzipiellen Einsclii-anlaingen vorliegen [a) 
R. Hagiwara, Y. Ito, J. Fluorine Chem. 2000, 705, 221-227; b) P. Wasserscheid, 
W. K&in\Angew. Chem. 2000, 112, 3926-3945; Angew. Chem. Int. Ed. 2000, 39, 
3772-3789; c) R. Sheldon, Chem. Comm. (Cambridge) 2001, 2399-2407; d) T. 
Welton, Chem. Rev. 1999, 99, 2071-2083]. 

Im Rahmen der Erfmdung ist es aucli moglich, dem ionisclien Losungsmittel 
Wasser zuzugeben, z. B. werm das Wasser als Reagenz bei einer hydrolytischen 
Realction dient. 

"Was die Wahl der Enzyme angeht, so kommen Oxidoreductasen, Transferasen, 
Hydrolasen, Lyasen, Isomerasen und Ligasen in Frage. Dies bedeutet, dass die 
erfiiidungsgemaflen Verfahren Oxidations- und Reduktionsreaktionen, Transfer 
von funlctionellen Gruppen, Hydrolyserealctionen, Eliminierungs- und Additions- 
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reaktionen sowie Triphosphatspaltungs-bedingte Bindungsbildungsprozesse mit 
einschlieften. 

Emzelne Enzym-Familien sind z. B. Lipasen, Esterasen, Proteasen, Amidasen, 
Nitrilasen, Nitrilhydratasen, Epoxidhydrolasen, Dehydrogenase^ Monooxy- 
genasen, Dioxygenasen, Peroxidases Aldolasen, Transketolasen, Pyruvat- 
decarboxylasen, Oxmitrilasen, Glycosidasen, Glycosyltransferasen, Kohlenstoff- 
Sauerstoff-Lyasen, Kohlenstoff-StickstorT-Lyasen, Aminotransferasen, Kinasen 
und Epimerasen. Diese Liste ist keineswegs vollstandig und sclu-ankt den 
Anwendungsbereich der Erfmdung nicbt ein. 

Die Enzyme kormen in isolierter Form, als Rohextrakt oder in immobilisierter 
Form eingesetzt werden. Es konnen aber audi ganze Zellen, die bestimmte 
katalytisch alctive Enzyme enthalten, eingesetzt werden. 

In der Literatur gelten katalytische Antikorper und Ribozyme als spezielle Form 
von Enzymen [a) P. G. Schultz, R. A. Lerner, Science 1995, 269, 1 835-1 S42; b) 
C. Wilson, J. W. Szostak, Nature 1995, 374, 777-7S2]. Die vorliegende Erfindung 
schlieBt sie ein, d. h. die Produkte und Edulcte einer Antikorper-katalysierten 
Stoffumwandlung in einem ionischen Losungsmittel konnen mit Hilfe der CGv- 
vennittelten Extraktion vom ionischen Solvens und vom katalytischen Antikorper 
bequem abgetrennt werden, wobei tier katalytische Antikorper erneut eingesetzt 
werden kaim. 

Beispiel 1: Lipase-katalysierte Acylierung von 1-Octanol mit Vinylacetat als 
Acyliemngsmittel in ionischer Fiiissigkeit (IL) gekoppelt mit Produktextraktion 
durch uberkritisches Kohienstoffdioxid (scC0 2 ) 




CH,CHO 



Beispiel 1.1: Diskontinuierliches Verfahren mit einem Uberschuss an 
Acyliemngsmittel ohne C0 2 wahrend der Realctionszeit 
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111 einem Autoldav (Reaktorvolumen 10 ml) mit Riihrfisch wurdesn zu einer 
Suspension aus 10 mg Candida antarctica Lipase B (CaL B) in 2 mi dear ionischen 
Fliissigkeit l-Butyl-3-methyl4midazolium-bis-trifluormethaiisulfonimid 
(bmimNTf 2 ), 1.5 ml Vinylacetat (VA) (17 mmol) und 1.3 ml 1-Octanol 
(8.3 mmol) gegeben. Anschlieflend wurde fur 0.5 Stunden bei Raumtemperatur 
(RT) gertihrt. Daiiach wurde der Autoldav an einen COi-Kompressor 
angeschlossen, das Reaktionsprodukt bei 40 °C mit Uberkritischem C0 2 bei 
9.2 MPascal extrabiert und in einer Kuhlfalle (T = -30 °C) aufgefangen (siehe 
Figur 1/3). Zur Extraction wurden 33 1 Koblendioxid verwendet. 

Nach einer furrfminiitigen Entgasung des Substrat-Eduktgemisches im 
Ultraschallbad betrug die aufgefangene Menge an Fliissigkeit nach Riickwiegung 
der verwendeten Kuhlfalle 1.58 g. Durcli NMR-Untersuchungen ergab sich ein 
molares Verhaltnis zwischen 1-Octylacetat und Vinylacetat von 2.0:1. Nicht 
umgesetztes 1-Octanol wurde nicht nachgewiesen. Aus dem NMR- Verhaltnis und 
dem Ergebnis der Riickwiegung der Kuhlfalle errecbxiete sich eiae isolierte 
Menge von 1.32 g 1-Octylacetat, was einer Ausbeute von 92.4 % entspricht. 

Die Versuchsdurclifiihrung wurde mit derselben CaL B-bmimNTf 2 -Suspension 
noch weitere di-eimal durchgefiihrt, wobei die Extralctionsbedingmigen 
(Temperatur, Druck, C02-Menge) variiert wurden. Die Ergebnisse werden 
zusammengefasst in Tabelle 1 dargesteht: 



Recycling- Aufgefan- ■ NMR- isoliertes ExtraktionsbeclingunEen CO r 

gene Menge Verhiiltnis Octylacetat Menge 

^ ]dm Octylacetat/ . _ rn 

ISl VA lg] T[°C] p [MPascal M 



0 1.58 

L 1.75 

2 1.75 

3 1.75 



2/1 1.32 

1.53/1 1.39 

1.59/1 1.40 

1.59/1 1.40 



40 9.2 

38 10.0 

40 9.5 

38 10.0 



33 92.4 

39 97.4 

40 98.2 
12 9S.2 



Tabelle 1 



WO 03/060057 



11 



PCT7EP03/00344 



Beispiel 1.2: Diskontinuierliches Verfahren mit einem Uberschuss an 
Acylieruiigsmittel unter C0 2 -Druck wain-end. der Reaktionszeit 

In einem Autoldav (Reaktorvo lumen 10 ml) mit RQhrfisch wurden zu einer 
Suspension aus 10 mg Candida antarctica Lipase B (CaL B) in 2 ml der ionischen 
Fliissigkeit 1 -Bntyl-3 -metliyl-imidazolium-bis-trifinormethansulfonimid 

(bmimNTfc), 1.5 ml Vinylacetat (VA) (17 nnnol) und 1.3 ml 1-Octanol 
(8.3 mmol) gegeben. Anscliliefiend wurde mittels eines Kompressors C0 2 (6.5 g) 
aufgepresst und das Reaktionsgemisch fur 0.5 Stunden bei Raumtemperatur (RT) 
gerilhrt. Danach wurde das Reaktionsprodukt bei 40 °C mit uberkritischem C0 2 
bei 9.2 MPascal extrahiert und in einer Ktihlfalle (T = -30 °C) aufgefangen (siehe 
Figur 1/3). Zur Extraktion wurden 33 1 Kohlendioxid verwendet. 

Nach einer funfminutigen Entgasung des Substrat-Edulctgemisches im 
Ultraschallbad betrug die aufgefaugene Menge an Fliissiglceit nach Ruckwiegung 
der verwendeten Ktihlfalle 1.57 g. Durch NMR-Untersuchungen ergab sich ein 
molares Verhaltnis zwischen 1-Octylacetat und Vinylacetat von 2.0 : 1. Nicht 
umgesetztes 1-Octanol wurde nicht nachgewiesen. Aus dem NMR- Verhaltnis und 
dem Ergebnis der Ruckwiegung der Kuhlfalle eixeclmete sich eine isolierte 
Menge von 1.32 g 1-Octylacetat, was einer Ausbeute von 92.4 % entspricht. 

Beispiel 1.3: Diskontinuierliches Verfahrea ohne Uberschuss an 
Acylieruiigsmittel ohne COi wahrend der Realctionszeit ■ 

In einem Autoklav (Realctorvolumen 10 ml) 'mit Riilirfisch wurden zu einer 
Suspension aus 10 mg Candida antarctica Lipase B (CaL B) in 2 ml der ionischen 
Fliissigkeit 1 -ButyI-3 -methy l-imidazolium-bis-trifluormethansu3fonimid 

(bmimNTfe), 1.09 g Vinylacetat (VA) (12.7 mmol) und 1.58 g 1-Octanol 
(12,1 nnnol) gegeben. AnschlieBend wurde fur 1 Stunde bei Raumtemperatur 
(RT) gertihrt. Danach wurde der Autoklav an einen C0 2 -Kompressor 
angeschlossen, das Realctionsprodukt bei 40 °C mit iiberlaitischem C0 2 bei 
12 MPascal extrahiert und in einer Kuhlfalle (T = -30 °C) aufgefangen (siehe 
Figur 1/3). Nach Extraktion mit 56 1 Kohlendioxid wurden 1.86 g Fliissigkeit 
aufgefangen (Auswaage nach fiinfminiitiger Entgasung im Ultraschallbad). NMR- 
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Untersuchungen ergaben einen Gehalt van fiber 99 % Frozen! an Octylacetat, was 
mit der Auswaage einer isolierten Ausbeute von 89.6 % entspricht. 

Beispiel 1.4: Kontinuierliches Verfahren rait einem Oberschuss an 
Acyii erungsmittel 

In einen Autoldav (Reaktorvolumen 10 ml) mit Riihrfisch wurde eine Suspension 
aus 40 nig Candida antarctica Lipase B (CaL B) in 4 ml der ionischen Flfissigkeit 
1 -Butyl-3 -methyl-imidazoliura-bis-trifluormetl-iansulfonimid (bmimNTf;) 
eingefullt und dieser an einen C0 2 -Kompressor angeschlossen. Der Autoklav 
wurde auf 45 °C erwarmt, mit iiberlcritischem ICohlendioxid (p = 10.5 MPascal) 
durchspiilt und erne Substratlosung (Vinylacetat : 1-Octanol = 2:1) mittels einer 
HPLC-Pumpe (Flussrate' 2.25 ml/h) mit dem uberkritischen C0 2 -Strom in den 
Reaktor gebracht (siebe Figur 2/3). 

Das extrahierte Realctionsprodulct wurde in KfiMfallen aufgefangen, die in 
regelmaRigen Abstandeu gewechselt wurden (siebe Tabelle 2). Die aufgefangenen 
Produlctfraktionen wurden NMR-spelctroskopisch untersucht. Aus den NMR- 
Signalen wurde der Umsatz (VerMltnis Octylacetat zu 1-Octanol) und der Gehalt 
an Octylacetat in den jeweiligen Kuhlfallen berechnet. 



Ktlhl- 
faile 


gewechselt 
nach 


Aufgefan- 
gene 
Menge 


isolierte 
Menge 
Octylacetat 


CQn-Menge 


Umsatz 


relative Ausbeute 


AktivifSt 




M 


[g] 


[sl 


[L] 


m 


[%] 


[nmol/min-g] 


01 


0.7 


0.16 


0.12 


3 


89.1 


15.3 


428 


02 


2.3 


2.22 


1.62 


19 


94.4 


87.S 


2455 


03 


3.8 


2.10 


1.70 


39 


94,0 


98.5 


2754 


04 


6.3 


3.40 


2.72 


53 


92.6 


94.3 


2636 


05 


15.5 


14.23 


10.59 


177 


95.4 


99.8 


2790 


06 


21.1 


8.84 


6.41 


229 


96-4 


99.3 


2774 


07 


24. 


5.06 


3.81 


267 


95.0 


104.8' 


2929 


total 


24 


36.01 


26.99 


267 




96.4 


2395 



Tabelle 2 
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Die relative Ausbeute errechnete sicli aus der isolierten Menge Octylacetat, aus 
der Zeit und der Flussrate der HPLC-Pumpe. Die angegebene Alctivitat bezieht 
sich auf die eingesetzte Menge Lipase und umgesetzte Menge 1-Octanol. 

BeispieL 1.5: Stabilitat von Lipase bei der Lagerung in ionischer Flussigkeit unter 
C0 2 -Druck 

In einem Autoklav (Realctorvolumen 10 mi) mit Riihrfisch wurde eine Suspension 
aus 40 mg Candida antarctica Lipase B (CaL B) in 4 ml der ionischen Flussigkeit 
1 -Butyl-3-methyLimidazolimii-bis-nifluormethansulfommid (bmimNTf 2 ) analog 
zu Beispiel 1.4 fur 24 h hn kontinuieriichen Prozess betrieben. Anschliefiend 
wurde der Autoklav verschlossen und der Inhalt fur 60 h unter 10.5 MPascal CCb- 
Druck geriihrt. Nacli 60 h wurde der kontinuierliche Betrieb analog zu Beispiei 
1.4 wieder aufgenommen. Die Ergebnisse werden in Tabelle 3 dai'gestellt: 



Kflhl- 
falle 


Geweoh- 
selt nach 


aufgefange 
ne Menge 


isolierte Menge 
Octylacetat 


CO r Menge 


Umsatz 


relative Ausbeute 


Alctivitat 




[h] 


[g] 


[g] 


[L] 


[%] 


[%] 


[umol/ ming] 


01 


2 


3.18 


2.41 


3. 


93.5 


104.3 


2916 


02 


5 


7.07 


5.13 


19 


92.5 


148.3 


4145 


03 


9.5 


6.76 


4.96 


39 


90.6 


95.6 


2671 


04 


24.5 


21.38 


15.SS 


53 


90.3 


91.7 


2564 


total 


24.5 


38.39 


2S.3S 


267 




100.4 


3074 



Tabelle 3 
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Beispiel 2; Lipase-katalysierte enantioselektive Acylierung von (±)-l -Phenyl- 
ethanol mil Vinylacetat als Acylienmgsmitte] in ioiiischer Flilssiglceit gekoppelt 
mit Produlctextraktion durch iiberkriiisches C0 2 



Beispiel 2.1: Diskontinuieriiches Verfahren mit einem Uberschuss an Alkohol 

In einem Autoklav (Reaktorvolumen 10 ml) mit Riihrfisch wurden zu einer 
Suspension ans 100 mg Candida antarctica Lipase B (CaL B)' in 2 mi der 
ionischen Flussigkeit 1 -Butyl-3-methyl-imidazoIium-bis-trifluormetbansulfonimid 
(bnumNTf 2 ), 0.5 ml Vinylacetat (VA) (5 mmol) und 1.2 ml (±)-l-Phenylethanol 
(10 mmol) gegeben. Anschlieflend wurde fur 1 Stunden bei Raumtemperatur (RT) 
geriihrt. Danach wurde der Autoldav an einen C0 2 -Kompressor angeschlossen, 
das Reaktionsproduld bei 45 °C mit uberkritischem C0 2 bei 1 1 .0 MPascal 
extrahiert und in einer Kuhlfalle (T = -30 °C) aufgefangen (siehe Figur 1/3). Zur 
Extraktion wurden 100 1 Kohlendioxid verwendet. 

Nach einer fuirfhiiniitigen Entgasung des Substrat-Eduktgemisches im 
Ultraschallbad betrug die aufgefangene Menge an Flussigkeit nach Rtickwiegung 
der verwendeten Kuhlfalle 1.66 g. Durch NMR-Untersuchungen ergab sich ein 
molares Verhaltnis zwischen 1 -Phenylethylacetat, Vinylacetat und 1-Phenyl- 
ethanol von 1 ; 1.23 : 0.9, was mit dem Ergebnis der Rtickwiegung der Kuhlfalle 
einer isolierten Ausbeute von 0.77 g 1-Phenylethylacetat entspricht. Die Enantio- 
selelctivitat wurde per GC bestimmt. Der bestimmte Enantiomereuberschuss 
betrug for den Alkohol 97.5 % (S) und fur den Ester 99.5 % (R). 

Die Versuchsdurchfiihrung wurde mit derselben CaL B-bnrrniNTf 2 -Suspension 
noch weitere dreimal wiederholt, wobei die Reaktionszeit und die 
Extralctionsbedingung (Teniperatur, Druck, C0 2 -Verbrauch) variiert wurden. Die 
Ergebnisse werden zusammengefasst in Tabelle 4 dargestellt: 




CH 3 CHO 
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Recyc- 
ling- 
zylclua 


Reak- 
tions- 
zcit 


Aufge- 
fangene 


NMR- 
VerhSitnis 
Phenyl ethyl- 
acetat/VA/ • 
Phenyletlianol 


Extraktions- 
bedingimgen 


CO a - 
tvienge 


ee (Alkohol) 


ee 
(Ester) 


relative 
Ausbeute 
Phenyl- 
ethylacetQt 








T 


P 










Pi] 


[g] 




[°C] 


[MPascnl] 


[L] 


[%] 


[%] 


[%] 


0 


1 


1.66 


1/1.23/0.9 


45 


11.0 


100 


97.9 


99.5 


44.6 


1 


0.8 


1.57 


1/0.27/1.09 


40 


12.0 


28 


83.0 


98.7 


43.1 


2 


1.2 


1.50 


1/0.09/0.99 


41 


12.0 


20 


95.2 


99.4 


46.7 


3 


12 


1.5S 


1/0/1.04 


40 


12.0 


40 


99.6 


98.6 


51.4 



Tabelle A 



Beispiel 2.2; Kontinuierliches Verfahren mit einem Uberschuss an 
Acyliemngsmittel 

In einen Autoldav (Reaktorvo lumen 10 ml) mit Ruhifisch wurde cine Suspension 
aus 40 mg Candida antavctica Lipase B (CaL B) in 4 ml der ionischen Flxissigkeit 
1 -Butyl-3-methyl-imida2olium-bis-trifluormethansulfonimid (bmimNTf 2 ) einge- 
ftillt und dieser an einen COi-Kompressor angeschlossen. Der Autoldav wurde 
auf 45 °C erwarmt, mit uberlaltischem Kolilendioxid (p = 10.5 MPascal) 
durchspult und eine Substratlosung (Vinylacetat : (±)-l-Phenylethanol ^2:1) 
mittels einer HPLC-Pumpe (Flussrate 0.6 ml/h) mit dem iiberkritischen C0 2 - 
Strom in den Realctor gebracht (siehe Figur 2/3). Der Realctor wurde 3.5 h 
betrieben, das extrahierte Reaktionsprodukt in einer Kiihlfallen aufgefangen und 
diese nach einer fiinfminutigen Entgasung im Ultraschallbad zuriickgewogen 
(Ausbeute: 0.711 g Flussigkeit). Durch NMR-Untersuchungen, des aufgefangenen 
Produktes, ergab sich ein molares "Verhaltnis zwischen 1 -Phenylethylacetat und 
1-Plieiiylethanol von 1 : 0.68. Die Enantioselektivitat wurde per GC bestimmt. 
Der bestimmte Enantiomereuberschuss betrug fur den Alkohol 88. 2 % {S) und far 
den Ester 99.5% (li). 
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Beispiel 3: lipase-katalyaierte enantioselektive Acylierung von -Phenyl- 
ethanol mit Laurinsaurevinylester als Acylierungsmittel in ionischer Fliissigkeit 
gekoppelt mit einer selelctiven Produlctextraktion dutch uberkritisches C0 2 



In einem Autokiav (Reaktorvo lumen 10 ml) mit Riihrfisch wurden zu einer 

D 

CHjCHO 

■ C^ 0H 

Suspension aus 10 mg Candida antarctica Lipase B (CaL B) in 2 ml der ionisclien 
Fliissigkeit l-Butyl-3-methyl-iimdazolium-bis-trif!uormemansulforiinud 
(bminiNTf 2 ), 1.11 g Laurinsaurevinylester (4.9 mmol) und 1.27 g (±)-l-Phenyl- 
ethanol (10.4 mmol) gegeben. Anschlieflend wurde fur 2 Stunden bei 
Raumtemperatur (RT) geruhrt. Danach wurde der Autokiav an einen C0 2 - 
Kompressor angeschlossen (siehe Figur 1/3), das Realctionsprodulct mit 
iiberkritischem C0 2 bei verschiedenen Temperaturen und Drticken extraliiert und 
in verschiedenen Kuhlfallen (T = 0°C), die in regelmfiBigen Abstanden 
gewechselt wurden, aufgefangen (siehe Tabelle 5). 



Nummer 

der 
KUhlfalle 


aufgefangene 
Menge/ 
Kfihlfalle 


Extralctionsbedingungen 


NMR-Verhaltnis < 

Plienylethyllaurat 
/ Phenylethanol 


te (Alkohol) 


ne (Ester) 




[El 


T[°C] prMp BacH i] 


V[L] 


[M] 


[%] 


t. 

Extrakt 


0.42 


50 7.5—10.5 


30 


1/4.4 


75.5 


99.8 


2, 

Extrakt 


0.38 


50 10.5 


40 


1 / 1.6 


S9.1 


99.7 


3. 

Extrakt 


0.64 


40 12.5 


60 


2/1 


7S.2 


99.7 



Die EnantiaraerenuberschCisse wurden per I-IPLC bestimmt 



Tabelle 5 
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Beispiel 4: Lipase-katalysierte enantioselelctive Acylierung von (+)- 1 -Phenyl - 
ethanoi nut Laurinsawevinylester als Acylierungsmittel in ionischer Flussigkeit 
gekoppelt mit einer effektiven Trennung der Enantiomeren durcb Separierung von 
Produkt mid Edulct nut uberkritischem C0 2 




CH3CH0 

Eine Mischung aus (±)- 1 -Phenylethanol und Laurinsaure vinyl ester (molares 
Verhaltnis 1 : 2) wurde in der in Figur 3/3 gezeigten Apparatur mittels einer 
HPLC-Pumpe mit einer Fluflrate von 0.6 ml/h in den C0 2 -Strom eingebracht. Die 
mobile Phase passierte eine Kaskade aus zwei lcleinen Realctoren (V= 10 ml und 
15 ml), die mit insgesamt 750 mg immobilisierter CaL B als Suspension in der 
ionischen Flussigkeit 1 -Butyl-3-methyl-imidazolium-liexafluoropliosphat 
(bmimPF 6j 3 ml und 8 ml) befflllt waren. Der C0 2 -Strom wurde anschlieflend in 
einen ersten Dmckbehalter entspannt (V=225 ml, T=70 °C, P=130bar), in dem 
sich eine fliissige Phase bildete. Die Extraktion wurde mit zusatzlichem C0 2 
fortgesetzt und der Gasstrom in einen zweiten Druckbehalter (V=100ml, 
1M00 °C, p=100bar) geleitet, in dem sich ebenfalls eine fliissige Phase bildete, 
die standig in den ersten Abscheider zuriickgepumpt wurde. Der chirale Alkobol 
0^-1 -Phenylethanol winde kontinuierlich beim vollstandigen Entspamien in der 
Kiihlfalle aufgefangen, wahrend sich der Laurinsaureester von (R)-l -Phenyl- 
ethanol im ersten Abscheider anreicherte. Nach einem kontinuierlichen. Betrieb 
von 112 h, wurde die Substratzugabe gestoppt und die Extraktion foitgefuhrt bis 
kein Alkohol mehr im Extrakt nachgewiesen werdeu konnte. Insgesamt wurden 
5.1 g (81 % theoretische Ausbeute) des (5)-l-Phenylethanols mit einem ee > 97 % 
und einer Kontamination < 0.1 % des Laurinsaureesters von (R)~ 1 -Phenylethanol 
in den Kuhlfallen aufgefangen. Aus dem ersten Extraktor wurde der 
Laurinsaureester von (R)- 1 -Phenylethanol (15.2 g, 97 %), mit einem ee > 97 %, 
mit einem Gehalt von < 0.5 % an (£)-l -Phenylethanol erhalten. Beide Fraktionen 
enthalten unumgesetzten Laurinsaurevinylester, der nach bekannten Methoden 
abgetrennt werden kann. Nach emeutem Einschalten des Substratflusses konnte 
der Betrieb mit identischen Alctivitaten und Selelctivitaten fortgefflhrt werden, was 
die Langzeit-Stabilitat des Biokatalysators unter diesen Realctionsbedingungen 
bestatigt. 
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Ansp ruche 

1 . Verfahren zur Durchnohrmig einer enzymatischen Realction in einem aus ein 
oder mehreren ionischen Fliissigkeiten bestehenden Losungsmittel, dadurch 
gekennzeichnet, dass Produkte oder Edukte mittels einer Extralction mit 
einem komprimierten Gas vom Losungsmittel und vom Enzym abgetrennt 
werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei Realction und Extralction in einem 
diskontinuierlichen Verfahren in einem Batch-Realctor erfolgen. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, wobei die enzymatische Reaktion in 
Anwesenheit des komprimierten Gases drTChgefuhrt wird, das audi bei der 
sich anschlieBenden Extralction verwendet wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, wobei Realction und Extralction in einem 
kontinuierlichen Verfaliren erfolgen. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, wobei die Eduicte und komprimiertes Gas in 
den Reaktor eingebracht werden und die Produkte zusammen mit den nicht 
reagierten Edulcten mit Hilfe des komprimierten Gases aus dem Reaktor 
extrahiert werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, wobei Produkt und Edulct mit Hilfe des 
komprimierten Gases mehrfach im Kreis durch das Losungsmittel geleitet 
werden. 

7. Verfahren nach Anspriichen 1 - 6, wobei mit dem komprimierten Gas 
selektiv Produkte, Edukte und/oder Nebenprodulcte extrahiert werden. 

8. Verfaliren nach Anspruch 1-7, wobei Produkte, Edukte und/oder 
Nebenprodulcte durch Variation der Extralction sbedingun gen Druck und 
Temperatur selelctiv getremit werden. 
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9. Verfahren nach Anspruch 7-8, wobei die enzymatische Realction eine 
kinetische Racematspaltung ist. 

10. Verfahren gemafl Ansprtichen 1 - 9, wobei als ionische Fliissigkeit eine der 
allgemeinen Formel 

[A]" + [Y]"" verwendet wird, 
wobei n = 1 oder 2 ist und 

das Anion [Y]"" ausgewalilt ist axis der Gruppe bestehend aus 
Tetrafluoroborat (p3F 4 ]") s Teu-achloroborat ([BCi 4 ]") 3 Hexafluorophosphat 
flPF 6 D, Hexafluoroantimonat ([SbF fi ]"), Hexafluoroarsenat ([AsF G ]"), 
Tetracliloroaluminat ([A1CL,]'), Trichlorozinkat [(Z11CI3]"), Dichlorocuprat 
C[CuCl 2 ]-) 5 Suifat ([S0 4 ] 2 "), Carbonat ([C0 3 f ), Fluorosulfonat, [R'-COOT, 
[R 1 -S0 3 3", [R'-S0 4 ], [Tetralds-(3 3 5-bis-(trifluormethyl)-phenyi)boratJ 
([BARF]) und [(R'-SCb^N]", und R 1 ein linearer oder verzweigter 1 bis 12 
Kohlenstoffatome enthaltender aliphatischer oder alicyclischer Allcyl- oder 
ein C 5 -Cia-Aryl- 3 C 5 -C fE -Aryl-C,-C 6 -alkyl- oder C r C G -A3kyl-C 5 -Ci S -aryl- 
Rest ist, der durch Halogenatome substituiert sein kann s 
und das Kation [A]" ausgewalilt ist aus der Reihe bestehend aus 

- quarternaren Ammonium-Kationen der allgemeinen Formel 

[NR J R 2 R 3 R] + , 

- Phosphonium-Kationen der allgemeinen Formel 

[PR'R^Rf, 

- Imidazolium-Kationen der allgemeinen Formel 

• wobei der Imidazol-Kern substitmert sein kann mit wenigstens einer 
Gruppe, die ausgewalilt ist aus der Reihe bestehend aus C,-CVAlkyI-, 
CrC 6 -Alkoxy-, Ci-Ce-Aminoallcyl-, C 5 -C,2-Aryl- und C 5 -Ci 2 -Aryl- 
C ! -C G -Alkylgruppen, 



Pyridinium-Kationen der allgemeinen Formel 
R 1 
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wobei der Pyridin-Kern substituiert sein kann mit wenigstens einer 
Gruppe, die ausgewahlt ist aus der Reihe bestehend aus Ci-C 6 -Alkyl-, 
C r C 6 -Alkoxy- s Ci-C 6 -Aiiiiuoallcyl- 5 C 5 -Cia-Aiyl- und C 5 -C 12 -Aryl- 
Ci-Cfi-Alkylgruppen, 



wobei der Pyrazol-Kern substituiert sein kann mit wenigstens einer 
Gruppe, die ausgewahlt ist aus der Reihe bestehend aus C r C 6 -Alkyl- 3 
Ci-Ce-Allcoxy-, C]-C 6 -Aminoalkyl- s C 5 -C, 2 -Aryl- und C 5 -C 12 -Aryl- 
Ci-Cg-Alkylgruppen, 

und Triazoiium-Kationen der allgemeinen Formel 



wobei der Triazol-Kem substituiert sein kann mit wenigstens einer 
Gruppe, die ausgewahlt ist aus der Reihe bestehend aus C]-C 6 -AIkyl-, 
Cj-Cfi-Alkoxy-, CrCfi-AminoalkyJ-, C 5 -C, 2 -Aryl- und C 5 -Ci 2 -Aryl- 
C ! -Ce- Alky Lgruppen, 

und die Reste R 1 , R 2 3 R 3 unabhangig voneinander ausgewahlt sind aus der 

Gruppe bestehend aus 

- Wasserstoff; 

- linearen oder verzweigten, gesattigten oder ungesattigten, aliphatischen 
und ahcyclischen Alkyigruppen mit 1 bis 20 Kohlenstoffatomen; 

Heteroaryl-, Heteroaryl-C r C 6 - Alkyigruppen mit 3 bis 8 
Kohlenstoffatomen im Heteroaryl-Rest und wenigstens einem Heteroatom 
ausgewalilt aus N, O und S, der mit wenigstens einer Gruppe ausgewalilt 
aus Cj-Ce-AIkylgruppe und Halogenatom substituiert sein kann; 

- Aryl-, Aryl-C r C 6 -Alkylgruppeii mit 5 bis 12 Kohlenstoffatomen im 
Arylrest, die gegebeuenfalls mit wenigstens einer Ci-C 6 -AIkylgruppen oder 
einem Halogenatomen substituiert sein komien; 



Pyrazoiium-Kationen der allgemeinen Formel 
R 1 




R 




.N. 
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mid der Rest R ausgewahlt ist aus 

- linearen oder verzweigten, gesattigten oder ungesattigten, aliphatischen 
oder alicyclischen Alkylgi-uppen mit 1 bis 20 Kolilenstoffatomen; 

- Heteroaryl-CrCfi-Allcylgruppen mit 3 bis 8 Kolilenstoffatomen im 
Arylrest und wenigstens einem Heteroatom ausgewahlt aus N, O und S, die 
rait wenigstens einer Ci-Ce-Alkylgruppe oder Halogenatom substituiert sein 
kormen; 

- Aryl-C i-C fi - Alkylgruppen mit 5 bis 12 Kolilenstoffatomen im Arylrest, die 

gegebenenfalls mil wenigstens einer Ci-Cg-Alky! gruppe oder einem 
Halogenenatom substituiert sein konnen. 

1 1 . Verfahren nach Anspriichen 1-10, wobei das verwendete komprimierte 
Gas gewahlt ist aus der Liste C0 2l NH 3 , SF 6 , Ethan, Fluoroform, Propan, 
Butan, iso-Butan, iso-Buten, Butadien, Ethin, Etlien, Propen, Buten, 
Edelgase, Sauerstoff, gasformige, nicht, teilweise oder vollstandig halogen- 
substituierte Kohlenwasserstoffe. 

1 2 . Verf allien nach Anspruch 1 1 , wo bei eine Mischung von Gasen verwendet 
wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 11-12, wobei das Gas oder die Gasmischung 
zusatzliche Additiva enthalt 

14. Verfahren nach Anspruch 13, wobei die Additiva unabhangig gewahlt werden 
aus der Gruppe bestehend aus Wasser, Amine, perfluorierte Verbindungen, 
oder organische Losungsmittel, bevorzugt aus der Gruppe bestehend aus 
Dichlormethan, Trichlormethan, Tetrachlormethan, 1 ,2-Diclilorethan, 
Trichlorethen, Benzol, Toluol, Xylol, Cumol, Hexan, Cyclohexaa 
Halogenbenzole, Tetrahydrofuran, te^Butylmefhyl ether, Diethylether, 
Dimethoxyethan, Dimethylformamid, Acetessigester, Aceton, 
Dimethylcarbonat, Alkobole. ■ 

15. Verfahren nach Anspruch 1 1-14, wobei das komprimierte Gas Kohlendioxid 
(C0 2 ) ist. 
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16. Verfahren nacli Anspruch 15, wobei C0 2 unter den Bedingungen der 
Reaktion gasformig vorliegt. 

17. Verfahren nach Anspruch 15, wobei C0 2 unter den Bedingungen der 
Reaktion fltissig vorliegt. 

1 8 . Verfahren nach Anspruch 15. wobei CO z unter den Bedingungen der 
Reaktion iiberlcritisch vorliegt. 

19. Verfahren nach Anspriiclien 1 - IS, wobei die Reaktion bei einer 
Temperatur zwischen -5 0 C C und 3 00°C durchgeftihrt wird. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, wobei die Reaktion bei einer Temperatur 
zwischen— 20°C und 100 °C durchgefiilirt wird. 

2 1 . Verfahren nach Anspruch 20, wobei die Reaktion bei einer Temperatur 
zwischen 0°C und 60 °C durchgefiihrt wird 

22. Verfahren nach Anspruch 15, wobei die Reaktion bei einem C0 2 -Druck 
zwischen 0.15 MPascal und 50 MPascal durchgeftihrt wird. 

23 . Verfahren nach Anspruch 22, wobei die Reaktion bei einem CO^-Druck 
zwischen 1 MPascal und 30 MPascal durchgefiihrt wird. 

24. Verfahren nach Anspruch 23, wobei die Reaktion bei einem COi-Druck 
zwischen 4 MPascal und 25 MPascal durchgefiilirt wird. 

25. Verfahren nach Anspruchen 1 - 24, dadurch gekennzeichnet, dass dem 
Losungsmittel Wasser zugegeben wird. 

26. Verfahren nach Anspruchen 1-25, wobei das Enzyni eine Oxidoreduktase, 
Transferase, Hydrolase, Lyase, Isomerase oder Ligase ist. 

27. Verfahren nach Anspruch 26, wobei die eirzymatische Reaktion eine 
Lipase-katalysierte kinetische Racematspaitung ist. 
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28. Verfahren nach Ansprucla 27, wobei die kinetische Racematspaltung ernes 
cliiralen Alkohols erfolgt. 

29. Verfahreii nach Ansprucli 2S ; wobei die Trennung von Edukt und Produlct 
auf einer bevorzugten Loslichkeit des Alkohols im komprimierten Gas 
beruht. 

30. Verfahren nach Anspruchen 1 - 29, wobei das Enzym in isolierter Form, als 
Rohextrakt, hi innnobilisierter Form oder in Form von gauzen Zellen 
eingesetzt wird. 

31. Verfahren nach Anspruchen 1 - 25, wobei das Enzym ein katalytischer 
Antikorper ist. 

32. Verfahren nach Anspruchen 1 - 25, wobei das Enzym ein Ribozym ist. 

33. Verfahren nach Anspriichen 1 - 32, wobei das Enzym rezyldisiert und 
wieder als Katalysator eingesetzt wild. 

34. Verfahren nach Anspruchen 1 - 33, wobei das ionische Losungsmittel 
rezyldisiert und wieder eingesetzt wird. 

35. Verfahren nach Anspruchen 1 - 34, wobei das lcomprimierte Gas 
rezyldisiert und wieder eingesetzt wird. 
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Versuchsanordnung fur dislcontimiierliches Verfaliren 




C = Kompressor; 
F = Fluss-Zahler; 
G — Exfraktionsgas; 
K=KtilTlfalie; 

P = Druckmesser und Tliemiometer; 
R = Druclcbehalter; 

S = Ioiiische Fliissigkeit, Enzymimd Realctionsmiscluuig; 
T = Thermostatisches Bad. 
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Versuchsanordnung fur kontinuierliches Verfahren 



P 




C = Kompressor; 
E = Edukte; 
F = Fluss-Zahler; 
G = Extraktionsgas; 
IC = KiMfalle; 

P = Druckmesser und Thermometer; 
R = Reaktor: 

S = Ionische Fliissigkeit und Enzym; 
T = Theimostatisches Bad. 
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